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RESUMO 
 
Os sequenciamentos dos transcritomas de Anthonomus grandis (Bicudo-do-
algodoeiro) e de Telchin licus licus (Broca-gigante da cana-de-açúcar) possibilitaram 
o descobrimento e caracterização de novos genes possivelmente envolvidos na 
degradação da parede celular vegetal. A partir de contigs destes transcritomas foram 
selecionados genes que possuíam similaridade com enzimas envolvidas na 
degradação de biomassa vegetal. Foram elas: (1) uma provável endo-beta-1,4-
glucanase [(EGase), EC 3.2.1.4], da família glicosil-hidrolase 45 (GHF45), a qual 
denominou-se AgEG1, por sua proveniência de A. grandis; e (2) uma provável 
xilose-redutase (XR) da família Aldo-ceto redutase 2 (AKR2), que foi chamada TlXR1 
por ser oriunda de T. licus. Foram realizadas RT-PCRs a partir de RNA originado do 
intestino médio destes insetos utilizando-se primers específicos para amplificar os 
genes estudados. Inicialmente, estes genes foram clonadas no vetor pGEM-T easy 
para propagação e sequenciamento. Após o sequenciamento, para o gene AgEG1 
foi obtida  uma sequência de tamanho esperado de 650 pb, com proteína predita de 
214 aminoácidos; para o TlXR1 obteve-se uma sequência de tamanho de 980 pb e a 
sequência proteica predita de 318 aminoácidos.  Para validar a função destas 
proteínas, foi utilizada a levedura Pichia pastoris (cepas SMD1168 H e X33) para a 
expressão heteróloga das proteínas estudadas. Os genes sem a presença da 
sequência correspondentes ao peptídeo sinal foram clonados no vetor pGAPZα B, e, 
consequentemente, introduzidos na levedura para expressão. A confirmação da 
expressão foi determinada mediante SDS-PAGE e Western blot. Para TlXR1, a 
expressão foi confirmada, com a presença de uma proteína de aproximadamente 35 
kDa, compatível com o tamanho predito da enzima TlXR1, expressa na cepa X33. 
Entretanto, as condições para a expressão do gene AgEG1 ainda estão sendo 
determinadas. Os resultados deste trabalho confirmam a hipótese de que o gene 
TlXR1 é traduzido em uma proteína de tamanho esperado (candidata a uma xilose-
redutase) quando expresso em P. pastoris. Os genes AgEG1 e TlXR1 podem estar 
envolvidos na degradação de biomassa vegetal; estes dois genes podem ser 









Transcriptome sequencing of Anthonomus grandis (Cotton Boll Weevil) and Telchin 
licus licus (Sugarcane Giant Borer) allowed the discovery and characterization of 
new genes possibly involved in the degradation of plant cell wall. Contigs from these 
transcriptomes were selected with similarity with enzymes involved in the degradation 
of plant biomass. We select: (1) a putative endo-beta-1.4-glucanase (EGase), EC 
3.2.1.4, Glycoside Hydrolase family-45 (GHF45), which was named AgEG1, by their 
origin from A. grandis; and (2) a putative Xylose reductase (XR), an Aldo-Keto 
reductase from family 2 (AKR2), which was named TlXR1 because it is from T. licus. 
RT-PCRs were performed from RNA originated from midgut of these insects using 
specific primers to amplify the genes studied. Initially, these genes were cloned into 
pGEM-T easy vector to multiply and sequencing. After sequencing, for the AgEG1 
gene was obtained a 650 bp sequence matching the expected size, and a predicted 
protein of 214 amino acids; for the TlXR1 it was obtained a 980 bp sequence and the 
predicted protein sequence has 318 amino acids. To validate the function of these 
proteins it was used the yeast Pichia pastoris (strains SMD1168H and X33) for 
heterologous expression of the studied proteins. The genes lacking the sequence 
corresponding to the signal peptide were cloned in pGAPZα B vector, and, 
consequently, introduced into the yeast for expression. The confirmation of the 
expression was determined by SDS-PAGE and Western blot. For TlXR1, the 
expression was confirmed with the presence of an approximately 35 kDa protein, 
compatible with the predicted size of the TlXR. This protein was expressed in X33 
strain. However, the conditions for the expression of the gene AgEG1 are still being 
determined. The results of this study confirm the hypothesis that the TlXR1 gene is 
translated into a protein of expected size (candidate for a Xylose reductase) when 
expressed in P. pastoris. AgEG1 and TlXR1 genes may be involved in the 
degradation of plant biomass. These two genes may be promising for a proposal 
aiming the production of second generation biofuels. 
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O bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis, Coleoptera: Curculionidae) e a 
broca-gigante da cana-de-açúcar (Telchin licus licus, Lepidoptera: Castniidae) são 
fontes interessantes de genes envolvidos na degradação de biomassa vegetal. Tais 
genes são alvo de estudo para muitas pesquisas visando à produção de 
biocombustíveis, um dos setores que está tomando grande importância no mercado 
por sua grande repercussão como combustível renovável, o uso de energia verde e 
aproveitamento de biomassa (no caso do etanol de 2ª Geração).  
Existem várias pesquisas focadas na utilização de enzimas que degradam 
biomassa vegetal, especialmente aquelas provenientes de microrganismos. Os 
simbiontes que formam parte do intestino dos insetos também têm sido alvo de 
muitos trabalhos. Porém, atualmente as pesquisas estão focadas no descobrimento 
de enzimas endógenas de insetos para avaliar o potencial catalítico e consequente 
utilização na produção de etanol. Alguns trabalhos repotam que enzimas endógenas 
de insetos possuem alta atividade  após serem expressas em células de insetos 
(sistema homólogo) (KIM et al., 2008; LEE et al., 2004; WEI et al., 2005; WILLIS et 
al., 2011). 
A expressão de enzimas endógenas de alguns insetos é um fato inovador, 
contudo precisa ser mais estudado e aprofundado. São necessários mais projetos 
que envolvam  prospecção e avaliação do potencial destas enzimas, mas 
principalmente, focar os ensaios para a durabilidade e efetividade em relação ao 
tempo de produção, e, finalmente, em obter biocombustível com alta produtividade, 
utilizando misturas de enzimas de características desejáveis.  
Algumas leveduras como Pichia pastoris são excelentes candidatas para os 
experimentos de expressão de genes de eucariotos. As leveduras, diferentemente 
das bactérias, são capazes de realizar modificações pós-traducionais como a 
glicosilação, uma característica desejável, já que muitos das proteínas provenientes 
de eucariotos precisam desta modificação para serem funcionais. Além disso, em 
comparação com a expressão em células de insetos, as leveduras possuem um 
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mecanismo mais simples e menos custoso de transformação, expressão e 
manuntenção das células, além de que, estas são mais resistentes,crescem e se 
desenvolvem de forma satisfatória em  biofermentadores. 
2 REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 PROBLEMAS AMBIENTAIS E CRISE ENERGÉTICA 
O nível de consumo de energia de um país é um indicador crítico da utilização 
dos recursos e está associado ao impacto ambiental. Em todos os aspectos da vida 
cotidiana é imprescindível o gasto da energia: produção de alimentos, bombeamento 
de águas subterrâneas, a colheita de madeira, o processo de mineração, queima de 
combustíveis fósseis, etc. O problema existe no consumo indiscriminado da energia 
em cada país, que quando ultrapassa o limite estabelecido em relação ao tamanho 
da população, gera um consumo excessivo de energia por pessoa; conduzindo ao 
esgotamento gradual de toda a base de recursos, que culmina com a produção de 
uma maior concentração de poluentes (WORLD population balance, 2012). 
A Chevron Corporation (2014) estima um aumento da população mundial para 
25% nos próximos 20 anos, isso levará a um crescimento significativo do consumo 
de energia (40%). Depois de que a crises energéticas nos EUA ocorreram nos anos 
70, houve uma preocupação mundial durante a crise de 2007-8, pois existe uma 
maior urgência para defender a soberania energética focando numa proposta de 
soberania alimentar e financeira; já que por causa desses problemas, existe um 
desvio importante de matéria prima para uma produção desesperada de 
hidrocarbonetos, competindo com o setor alimentício, e associando essa crise 
energética à crise alimentar, somando-lhes uma preocupante crise ambiental 
(GAMBINA, 2014). 
A medida que a energia se esgota, ela vai se tornando mais cara e menos 
acessível, e novas fontes de energia renovável são cada vez mais necessárias 
(USBC, 2001). Segundo Miranda (2009), os combustíveis fósseis não-renováveis 
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como o petróleo, o carvão mineral e o gás natural, são a fonte principal de energia 
utilizada no mundo, representando 86 % da energia gerada. 
Contando com dados da “International Energy Agency’ (IEA), o petróleo foi 
considerado o grande impulsor da economia internacional, na década de 70 
representou quase 50% do consumo mundial de energia primária. Apesar de que 
através do tempo esse valor foi declinando, porém continua cerca de 43% e deverá 
manter-se relevante por vários anos. O petróleo, além de ser indispensável no setor 
de transportes, é responsável por 7,9% da geração de energia elétrica no mundo. 
Mesmo existindo outras fontes diversificadas, ainda assim, vários países utilizam o 
petróleo como matéria prima para geração de energia elétrica (IEA, 2003). É 
importante lembrar que o petróleo, sendo um combustível não-renovável altamente 
demandado, possui reservas mundiais que serão esgotadas com o passar das 
décadas. De acordo com a previsão da Organização Planeta Sustentável (2012), o 
petróleo não durará mais que 40 anos. O setor de transportes é um dos maiores 
responsáveis pela emissão de poluentes, já que a queima de combustíveis fósseis é 
a principal causa do aumento da concentração de dióxido de carbono (CO2) na 
atmosfera, o contribuinte mais importante do efeito estufa e do aquecimento global 
(SCHNEIDER et al., 2000).  
Segundo a National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA), a 
emissão de dióxido de carbono tem aumentado exponencialmente em partes por 
milhão (ppm) desde a revolução industrial, e progressivamente nos últimos anos. 
Algumas atividades humanas como o desflorestamento e a queima de combustíveis 
fósseis, como também a própria respiração dos seres vivos, e processos naturais 
como as erupções vulcânicas, são componentes que promovem que o CO2 seja 
liberado continuamente no ambiente (NOAA, 2015). A National Aeronautics and 
Space Administration (NASA), explica como o vapor de água, o gás mais abundante 
na atmosfera, com seu processo de retroalimentação amplifica o aquecimento 
global; esse calor gerado produz maior concentração de CO2, que por sua vez 
permite que mais vapor de água penetre na atmosfera (NASA, 2008). Estudos 
recentes sobre diferentes cenários de emissões de gases de estufa determinam que, 
o aumento inquietante da temperatura média global e mudanças nos padrões 
pluviais em todo o mundo continuarão e piorarão até o ano de 2100, por causa das 
altas concentrações desses gases na atmosfera da Terra. Esses problemas 
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desencadeiam muitos outros que afetam diretamente toda forma de vida no planeta 
(NASA, 2015). 
Portanto, é imprescindível a procura por novos recursos alternativos para a 
obtenção de combustível, que possam substituir eficientemente o petróleo. A busca 
por novas fontes de energia deve se dar de acordo com os conceitos de 
sustentabilidade visando à utilização de fontes de energia limpa e renovável, 
denominadas “energia verde”. Atualmente, o Brasil é uma referência mundial no que 
diz respeito à utilização de energia verde (GANDOLFI, 2012). 
2.2 ENERGIA ATRAVÉS DE BIOMASSA 
De acordo com dados do Ministério de Minas e Energia (MME), a metade da 
energia produzida no Brasil provém de fontes renováveis, sendo que 15,2 % 
correspondem à energia hidroelétrica e 32% à biomassa (MME, 2010). Biomassa 
pode ser considerada como qualquer produto biodegradável tais como: 1) resíduos 
vegetais da agricultura, silvicultura, indústria de alimentos, etc.; 2) Subprodutos da 
indústria de polpa e papel; 3) Resíduos municipais separados (IEA, 2001). Conforme 
McKendry (2002), a utilização da biomassa é muito comum em países 
desenvolvidos, pois é uma fonte potencial para obtenção de energia renovável.  
No Brasil pode se destacar a alta e diversificada produção de commodities, os 
quais têm grande potencial para geração de energia sustentável através do 
aproveitamento da biomassa.  Muitos resíduos agrícolas, florestais e industriais 
produzem uma alta densidade de biomassa que podem ser aproveitados, 
especialmente quando se leva em conta as culturas economicamente mais 
importantes para o país, como madeira de eucalipto e cedro; e os das lavouras de 
café, açúcar e arroz. Protásio e colaboradores (PROTÁSIO et al., 2013) dão uma 
referência de como vários desses resíduos podem gerar o equivalente em volume 
de combustível fóssil, entre eles os mais destacados são os florestais, os da cana de 
açúcar, milho, e em maior proporção os do café; além da notável redução das 
emissões de CO2 na atmosfera. 
O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) informa que, o 
Brasil lidera o ranking como primeiro produtor mundial de cana de açúcar, sendo o 
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responsável por mais da metade de açúcar comercializado no mundo. Na indústria, 
o processo da produção de açúcar libera uma grande quantidade de material 
celulósico a partir dos resíduos da cana, que podem ser eficientemente aproveitados 
(MAPA, 2012). O país é o segundo maior produtor de etanol no mundo, seguido 
unicamente pelos EUA; contudo é o primeiro em exportação do biocombustível. 
Estas duas nações produtoras de etanol, são responsáveis por aproximadamente 
90% da produção mundial deste combustível desde o início de 2000. O Brasil 
destaca-se por utilizar etanol proporcionalmente mais do que qualquer outro país; 
em 2013 a utilização do etanol como combustível de veículos leves foi de 40%. Por 
meio deste importante comércio internacional, os biocombustíveis podem contribuir 
para o aumento da segurança energética (MME 2014). 
2.2.1 Biocombustíveis: etanol de segunda geração (2G) 
Biocombustível pode ser definido como todo combustível líquido, sólido ou 
gasoso produzido a partir de organismos vivos; entre eles cabe destacar o etanol, o 
biodiesel, o biogás e a lenha. 
O bioetanol é o principal biocombustível consumido no mundo. No processo 
de produção, ele é obtido principalmente através da fermentação do açúcar 
(biocombustível de primeira geração). Dados divulgados pela Agência Nacional do 
Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis (ANP) e compilados pela União da Indústria 
de Cana-de-Açúcar (UNICA) relatam que houve um aumento do consumo de etanol 
do ano 2014 para o 2015, alcançando a cifra de 37,5 % do total consumido em 
veículos leves (ciclo Otto), isso significa aproximadamente 18 bilhões de litros (13 
bilhões registrados em 2014). Além disso, o nível de mistura do etanol anidro na 
gasolina aumentou de 25% para 27%, isto conduz a uma redução do consumo de 
gasolina A de 9,22% comparando a 2014, que seria de 33,2 bilhões de litros para 
30,2 bilhões de litros (UNICA, 2016). 
Numerosos trabalhos têm sido desenvolvidos para tornar a produção de 
combustível mais eficiente e sustentável. Atualmente, para esta tecnologia de 
produção, o foco está sendo dado à utilização de biomassa vegetal como matéria-
prima, e consequente obtenção do etanol 2G. (FARINAS, 2011). No Brasil, os 
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avanços nas pesquisas de produção eficiente de etanol de segunda geração 
começaram em 1999 com o lançamento do Genoma Cana, financiado pela 
Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP). Os últimos 
registros dessas pesquisas informam que o colmo e as folhas da cana contem altos 
teores de açúcares, em maior proporção para hemiceluloses (50%) do que celuloses 
(30%), além das pectinas, que representam 10%. Atualmente, os avanços na 
tecnologia para a produção de etanol de segunda geração estão mais focados na 
sacarificação da celulose; contudo, menos pesquisas sobre a degradação de 
hemicelulose, que possui maior dificuldade de degradação, estão sendo feitas. 
(OLIVEIRA, 2012).  
As hemiceluloses ficam entrelaçadas com as celuloses, obstruindo o trabalho 
das enzimas celulolíticas. É necessário ao menos, quebrar parcialmente a 
hemicelulose e desestruturá-la para facilitar a ação destas enzimas, e aumentar a 
eficiência da degradação da celulose (FARINAS, 2011). Além disso, é importante a 
escolha de espécies de plantas com alto conteúdo de polissacarídeos na PCV, que 
possam gerar biomassa suficiente com objetivo de produzir etanol.  
A cana de açúcar é uma cultura principal no Brasil, o bagaço que é utilizado 
para gerar etanol de 2° geração, depois de extrair o caldo, contém mais 
concentração de hemicelulose do que celulose. Nesse processo, o importante é 
obter açúcar fermentável para as leveduras (Saccharomyces cerevisiae), como 
glicose proveniente da degradação da celulose ou de algumas hemiceluloses 
compostas por monômeros de seis carbonos. Porém, a maioria das hemiceluloses 
está constituída de pentoses como açúcares principais, por exemplo, as xilanas que 
são as hemiceluloses mais abundantes, contêm xilose como constituinte principal. O 
problema está em que estes açúcares de cinco carbonos não são processados por 
esses microrganismos fermentadores (OLIVEIRA, 2012). 
De acordo com dados de pesquisas de projeções futuras, a hidrólise dessas 
pentoses do bagaço da cana, poderia aumentar em aproximadamente 5 bilhões de 
litros de etanol a mais do que atualmente tem a produção brasileira, que segundo a 
UNICA, atingiu 27,28 bilhões de litros na safra 2014/2015. A utilização destas 
pentoses também poderia resultar na obtenção de outros bioprodutos alimentícios, 
biotecnológicos e medicinais, provocando maior interesse no aproveitamento do 
bagaço e agregando valor comercial a este subproduto (OLIVEIRA, 2012). 
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Segue abaixo, o processo da obtenção de etanol de segunda geração 
(FIGURA 1). 
 
FIGURA 1. Fluxograma do processo de obtenção do etanol de 2ª geração. A matéria prima (cana-de-
açúcar) é submetida a um pré-tratamento físico antes de passar para o tanque de hidrólise. Dentro do 
tanque podemos observar 1) a composição do bagaço, principalmente de polissacáridos principais 
(celulose e hemicelulose), 2) a ação das enzimas que quebram  estas moléculas e 3) a liberação de 
diferentes tipos de açúcares (hexoses e pentoses) que irão para os tanques de fermentação, onde os 
microrganismos os converterão em etanol. Finalmente, o etanol é destilado (etanol anidro) e utilizado 
como combustível principalmente (OLIVEIRA, 2012). 
Geralmente, nas biorrefinarias não são aproveitados os resíduos 
lignocelulolíticos derivados da produção de plantas commodities; esses resíduos são 
uma excelente alternativa para a obtenção de biomassa, visando à produção de 
biocombustíveis, apoiando uma economia mais verde e sustentável.  
Atualmente, existe um grande interesse no desenvolvimento de tecnologias 
focadas na obtenção de biocombustíveis e outros produtos de importância 
econômica a partir de biomassa vegetal; portanto, são várias as pesquisas 
direcionadas para esses objetivos. A parede celular vegetal é o componente típico 
das células eucarióticas vegetais, onde é acumulada a maior parte do carbono 
fixado na fotossíntese, por isso, é considerado a fonte mais abundante de biomassa 
terrestre. Por estes motivos, o estudo da parede celular vegetal tem muita 
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relevância, especialmente quando tais conhecimentos podem ser aplicados para 
pesquisas nas áreas de biologia molecular e biotecnologia (FARINAS, 2011). 
2.3 PAREDE CELULAR VEGETAL (PCV) 
A Parede celular vegetal (PCV) é composta principalmente por 
polissacarídeos, que consistem 90% do peso seco da parede; o restante é 
constituído de proteínas, compostos fenólicos e sais minerais. O grupo principal 
consiste em celulose (20–40 %), hemiceluloses (15-25%) e pectinas (~30%), as 
quais formam uma matriz bem estruturada e dinâmica. Dentro dessa matriz, se 
encontra impregnada a lignina, um polímero fenólico que dá rigidez à planta 
(BUCKERIDGE, 2010). Estas concentrações na composição da PCV variam 
segundo a espécie vegetal, como também os tipos de celulose, hemicelulose, 
pectinas e ligninas presentes na parede; aliás, dentro da mesma espécie vegetal 
também podem diferir proporcionalmente as concentrações destes componentes 
(PAULY; KEEGSTRA, 2010). 
Existem dois tipos de PCV: a parede celular primária e a secundária. A 
primária é formada durante o crescimento celular das plantas e consiste 
principalmente em celulose, hemicelulose e pectina. A diferença da parede celular 
primária, é que a secundária começa a se formar depois de haver finalizado o 
crescimento e cumpre a função de sustentação mecânica da planta. Esta é 
composta por celulose e hemicelulose, geralmente impregnadas de lignina (TAIZ; 
ZIEGER, 2002). 
2.3.1 Celulose 
Wei e colaboradores (2006) explicam claramente, que o principal 
polissacarídeo que forma parte da PCV é a celulose, um homopolissacarídeo 
constituído por unidades repetitivas de glicose, unidas entre si por ligações β-1,4-
glicosídicas com liberação de água resultante da reação. À união de duas moléculas 
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de glicose denomina-se celobiose, um dissacarídeo que se constitui como a unidade 
repetitiva da celulose (FIGURA 2). 
A celulose possui regiões cristalinas bem organizadas, estabilizadas por 
pontes de hidrogênio de uniões intra e intermoleculares; também contém regiões 
amorfas onde as cadeias se posicionam mais desuniformes e randomizadas 
(FIGURA 3). As uniões entre as pontes de hidrogênio intra e intermoleculares das 
longas cadeias de celulose conformam as denominadas microfibrilas de celulose 
(FENGEL; WEGENER, 1989). 
 
 
FIGURA 2. Estrutura linear da celulose. União de monômeros repetitivos de glicose e conformação de 
uma molécula de celobiose através da ligação glicosídica (FARINAS, 2011). 
 
FIGURA 3. Diferentes regiões da celulose. A região cristalina que conforma a parte linear e ordenada 
da cadeia e a região amorfa, mais desuniforme e randomizada (FARINAS, 2011). 
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2.3.2 Hemicelulose 
As hemiceluloses são heteropolissacarídeos complexos compostos por 
diferentes resíduos de açucares, entre os que se encontram: pentoses (xilose e 
arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose); complementados também por 
resíduos de ácido urônico e grupos acetila. A cadeia linear está formada por 
resíduos de um tipo de açúcar específico, as quais estão ligadas por ligações β-1,4-
glicosídicas; a partir dessa cadeia se formam as ramificações laterais dos outros 
grupos de compostos (FIGURA 4). As hemiceluloses mais comuns encontradas nas 
plantas são as xiloglucanas (a mais abundante em dicotiledôneas), as xilanas (maior 
proporção nas paredes celulares de gramíneas) e os mananas (nas sementes), 
cujas cadeias lineares estão formadas por glicose, xilose e manose, 
respectivamente. Todos estes tipos de hemiceluloses contêm cadeias laterais 
compostas de diferentes monossacarídeos e outros compostos (BUCKERIDGE, 
2010). 
 
FIGURA 4. Hemicelulose. Cadeia linear formada por polissacarídeos e cadeias laterais de diferentes 
compostos (FARINAS, 2011). 
2.3.3 Lignina 
A lignina é uma macromolécula aromática, amorfa e muito complexa, que 
possui a função de transporte de água, nutrientes e metabólitos na planta, também 
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protege os tecidos contra o ataque de micro-organismos e fornece suporte mecânico 
à planta (FENGEL e WEGENER, 1984). A lignina é um dos constituintes principais 
da PCV secundária e da lamela média (OLIVEIRA, 2001). 
Existe um grande interesse científico e econômico focado à lignina, mas a sua 
estrutura complexa e diversificada dificulta na pesquisa de enzimas que possam 
degradá-las. A estrutura desta molécula pode variar entre espécies vegetais, até 
mesmo dentro de uma determinada espécie, variando de acordo a região, solo e 
clima. Além disso, essa estrutura pode ser modificada quando a lignina é isolada da 
parede celular (MORAIS 1987, 1992). 
2.4 DEGRADAÇÃO DA PCV 
Existem vários estudos realizados na procura de aperfeiçoar os métodos para 
degradar a biomassa lignocelulósica. Alguns exemplos sãoa explosão a vapor 
(LASER et al., 2002), o emprego de ácidos como ácido sulfúrico (AGUILAR et 
al.,2002), ácido clorídrico (SPRINGER,1966), ácido nítrico (RODRÍGUEZ-CHONG et 
al., 2004) ácido fluorídrico, ácido fosfórico (MARTÍNEZ et al.,2002) ou hidrólise 
alcalina com NaOH ou amônia (KURAKAKE et al., 2001). Contudo, a hidrólise ácida 
apresenta muitas desvantagens e danos, já que a utilização de ácidos causa a 
corrosão de equipamentos. Isto que requer altos investimentos em equipamentos 
resistentes à corrosão; apresenta alto gasto energético com o processo e com 
etapas de recuperação do ácido; e gera compostos tóxicos para o meio ambiente, 
liberados a partir de processos de desidratação de hexoses (hidroximetilfurfural) e 
de pentoses (furfural) (LEVANON, 2003). Além de serem contaminantes para o meio 
ambiente, estes furanos são nocivos para os microrganismos fermentadores, já que 
afetam as atividades enzimáticas e biológicas, rompem as cadeias de DNA, inibindo 
a transcrição de RNA e síntese de proteínas (SANCHEZ e BAUTISTA, 1988; 
MODING et al., 2002). 
O emprego de enzimas lignocelulósicas é o método mais promissor para ser 
utilizado na destruição da PCV (GÍRIO et al., 2010), entre alguns benefícios que 
cabem destacar se encontram: o uso de uma tecnologia limpa e sustentável graças 
à eficiente capacidade de conversão; aplicação de sistemas mais econômicos e 
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moderados nas indústrias, como reações a baixas temperaturas e pH neutro; 
aproveitamento dos resíduos agrícolas e de biorrefinarias; o uso de reagentes 
biodegradáveis e não tóxicos (BON e FERRARA, 2007). 
A transformação de biomassa em biocombustível pelo método biológico 
geralmente inclui: pré-tratamento da biomassa, produção de enzimas celulolíticas e 
hemicelulolíticas, hidrólise enzimática da biomassa pré-tratada, fermentação dos 
açúcares a etanol e destilação do produto final. O pré-tratamento da biomassa é o 
processo que separa a celulose da lignina, molécula que impede a hidrólise 
(FAPESP, 2012). Nos últimos 30 anos, diversos métodos de pré-tratamento foram 
desenvolvidos, incluindo processos biológicos, físicos, químicos e físico-químicos 
(TABELA 1), porém, o pré-tratamento é um dos processos mais custosos e que 
ainda precisa ser mais estudado na procura por outras tecnologias mais avançadas 
e eficientes (ALVIRA et al., 2010).  
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TABELA 1 - DIFERENTES PRÉ-TRATAMENTOS PARA O BAGAÇO DE CANA DE 










2% de peróxido, 60 
°C e 16 h 
63 (?h) 




NaOH 30% (v/v) 
etanol, NaOH 
195 °C, 60 min 43,2 (24h) 





1 kg:10 L 
(sólido:líquido) 
76 (72h) 








120 °C, 120 min, 5% 
sólido 
120 °C, 120 min, 5% 
sólido 



















- 400 rpm, 60 min 78,7 (72h) 
Silva et al., 
2010 
WDM - 1800 rpm, 20 ciclos 49,3 (72h) 
Silva et al., 
2010 
Ozonólise ozônio  
41,79 
(24h) 





60 min de ozonólise, 









4 ciclos, 0,2 min.g-1 




190 °C, 18,41 min, 
12,5% (v/v) 
100 (72h) 




Um dos métodos mais promissores é o emprego de líquidos iônicos, 
substâncias líquidas que consistem em cátions e ânions, definidos como sais cujo 
ponto de fusão é menor do que 100ºC, sendo muitos deles líquidos a temperatura 
ambiente (FENG et al., 2010). Os líquidos iônicos possuem capacidade de dissolver 
o material lignocelulósico, extrair eficientemente a lignina e desestruturar os 
componentes que constituem a biomassa vegetal (LEE et al., 2009). Estudos 
relatam que utilizando este material como o pré-tratamento, pode-se atingir um 
rendimento de 100% na conversão da celulose a glicose, além de diminuir em 
grande medida o tempo da hidrólise enzimática (SILVA, 2013). Li e colaboradores 
(2010) reportaram que, tratando a gramínea Panicum virgatum com líquidos iônicos 
antes da hidrólise enzimática, se obteve um rendimento de 90% na sacarificação em 
um tempo de 12 h, comparando com um 80% e 72 h do mesmo material pré-tratado 
com ácido diluído (LI et al., 2010). Mesmo que a utilização desses reagentes 
evidencie estas vantagens frente a outros compostos, não é rentável quando vão ser 
empregados em larga escala, já que os líquidos iônicos são adicionados como 
solventes ao invés de um aditivo químico, ou seja, é necessária uma quantidade 
excessiva para pouca quantidade de biomassa (MORA-PALE et al., 2011). Não 
obstante, esta tecnologia precisa amadurecer com o desenvolvimento de mais 
pesquisas direcionadas à produtividade. Os conhecimentos sobre a fração mínima 
de líquidos iônicos para agir efetivamente na biomassa é ainda escasso (SILVA, 
2013). 
Depois do pré-tratamento, o material lignocelulósico é submetido à hidrólises 
enzimáticas, que darão como resultado a liberação de moléculas de glicose, 
utilizadas pelos microrganismos fermentadores para dar lugar ao etanol. A lignina 
separada no pré-tratamento pode ser queimada junto ao resto de bagaço sobrante 
depois da hidrólise para gerar energia elétrica e usada como fonte de energia. O 
mesmo pode ser feito com o resíduo sólido que sobra após a hidrólise (FAPESP, 
2012). 
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2.5 ENZIMAS ENVOLVIDAS NA DEGRADAÇÃO DA PCV 
Muitas enzimas celulolíticas que participam na sacarificação da PCV, são 
classificadas com base na similaridade das sequências de DNA e comparações 
feitas no banco de dados denominado Carbohydrate-Active EnZymes (Cazy) 
(CANTAREL et al., 2009). A família de glicosil hidrolases (GHs) contém o maior 
número de enzimas que formam parte do processo da degradação da parede. 
Estudos recentes confirmam que 44 das 115 famílias de GHs participam desse 
processo, 41 dessas 44 já foram caracterizadas estruturalmente por cristalografia 
(GILBERT, 2010). A seguir, se abordarão as enzimas mais importantes que intervêm 
na degradação da parede, até a obtenção de açúcares fermentáveis utilizados pelos 
microrganismos industriais como fonte de alimento, na cadeia produtiva para a 
obtenção de biocombustíveis.  
2.5.1 Celulases 
As celulases são enzimas que geralmente possuem alto peso molecular. A 
maior parte se apresenta glicosilada, podendo variar no conteúdo de carboidratos de 
1% ate 50%. Tais enzimas estão conformadas por três regiões principais: o domínio 
catalítico (DC), que contém 90% dos aminoácidos da sequência peptídica, portanto 
é a região própria da reação catalítica; a região de ligação (RL), com baixa 
quantidade de aminoácidos, porém, em sua maioria estão glicosiladas, e tem como 
função anexar a primeira região à terceira, a qual corresponde ao módulo de ligação 
a carboidratos (MLC). Este sítio permite manter a enzima ligada ao substrato, 
aumentar a especificidade entre as duas moléculas e quebrar interações químicas 
de cadeias muito cristalizadas do substrato (CASTRO, 2006). 
São necessárias pelo menos três enzimas principais para quebrar essas 
ligações até atingir a degradação completa da celulose: endoglucanases (EC 
3.2.1.4), exoglucanases ou celobioidrolases (EC 3.2.1.91), e celobiases, também 
chamadas β-glicosidases (EC 3.2.1.21) (WEI et al., 2006).  Segue o processo 




FIGURA 5. Completa degradação da celulose ate a obtenção de glicose. Ataque das endoglucases 
nas regiões mais superficiais e amorfas, as exoglucanases de Tipo I agindo nos extremos redutores e 
as de Tipo II nos extremos não redutores, finalmente as celobiases hidrolisando moléculas de 
celobiose ate liberar glicose (CARVALHO, 2009). 
As endoglucanases, denominadas 1,4-β-D-glucana-4-glucanoidrolases por 
seu nome sistemático, segundo a IUBMB – International Union of Biochemistry and 
Molecular Biology -  são as primeiras enzimas a começar a digestão da celulose. 
Elas agem na região randômica da cadeia, produzindo hidrólise das ligações 
glicosídicas β-1,4 intramoleculares, diminuindo o grau de polimerização e deixando 
exposta a região cristalina da celulose. As exoglucanases são ativas na região 
cristalina liberando celobiose desde os extremos terminais (ZHANG et al., 2006). 
Existem dois tipos de exoglucanases: as que clivam os extremos redutores e as que 
clivam os extremos não redutores (BARR et al., 1996). Finalmente, as β-
glucosidases permitem a liberação de monômeros de glicose depois de hidrolisar 
moléculas de celobiose e outros oligossacarídeos pequenos (ZHANG et al., 2006). 
As exoglucanases e as celobiases são inibidas por seus próprios produtos de 
hidrólise: celobiose e glicose, respectivamente (LYND et al., 2002). 
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2.5.2 Hemicelulases 
A xilana é o polissacarídeo mais abundante depois da celulose. Depois da 
sua degradação completa até a obtenção de pentoses, principalmente xilose e 
arabinose, estes monossacarídeos entram na via das pentoses fosfato para depois 
dar lugar aos açúcares fermentáveis utilizados na produção de etanol e outros 
bioprodutos (DODD e CANN, 2009).  
Como as hemiceluloses possuem diferentes polissacarídeos na sua 
composição, é necessária a participação de várias enzimas que trabalham de 
maneira coordenada para degradá-las. Tais enzimas trabalham sobre a cadeia linear 
(endo-1,4-β-xilanases e β-D-xilosidases) e sobre as cadeias laterais (α-
arabinofuranosidases, α-glicuronidases, acetil-xilana-esterase e feruloil-esterases). 
As endoxilanases clivam a xilana uma vez livre de cadeias laterais. As xilosidases 
podem hidrolisar a partir dos extremos da xilana ou de xilo-oligossacarídeos como 
também as unidades de xilobiose (duas moléculas de xilose), que resulta na 
obtenção da pentose. Segue o esquema (FIGURA 6) do processo degradação da 





FIGURA 6. Representação do processo de degradação da xilana através das enzimas xilanolíticas, 
para a subsequente produção de etanol. (a) a ação das xilanases, acetil-xilana-esterases e feruloil-
esterases para dar lugar a xilo-oligossacarídeos e, posteriormente, ao ácido ferúlico junto com o ácido 
acético. (b) Depois, as Arabinofuranosidases e glucuronidases agem sobre esses xilo-
oligossacarídeos e liberam arabinose e ácido glucurônico. (c) As xilobioses e os xilo-oligossacarídeos 
livres de cadeias laterais, são hidrolisados por ação de xilosidases, que liberam o produto final: xilose. 
d) Através da via das pentoses fosfato, a xilose e a arabinose são transformados em açúcares 
fermentáveis e utilizados pelos microrganismos que os convertem em etanol (FARINAS, 2011). 
2.6 XILOSE PARA PRODUZIR ETANOL 
As xiloses são as pentoses mais abundantes na PCV e, consequentemente, 
na biomassa vegetal, além de serem as pentoses mais utilizadas industrialmente. A 
hidrólise das xiloses até atingir açúcares fermentáveis poderá ajudar no avanço de 
tecnologias para produção de etanol de segunda geração e aumentará a eficiência 
produtiva. Uma tecnologia eficiente para transformar a xilose em etanol, se 
converteria na melhor opção para a eliminação de resíduos agrícolas, uma 
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alternativa que trará benefícios econômicos e ambientais (HAHN-HAGERDAL et al., 
2001). 
Para a sua conversão para etanol (FIGURA 7), primeiramente a xilose é 
reduzida a xilitol, uma reação que ocorre por meio da enzima xilose-redutase (XR). 
O produto da reação é oxidado a xilulose por ação da xilitol-desidrogenase. A 
xilulose é fosforilada para dar lugar à xilulose 5-fosfato pela enzima xilulocinase; 
sucessivamente, este produto ingressa na via das pentoses fosfato (GONG et al., 
1981).  
 
FIGURA 7. Degradação de uma D-Xilose. Conversão da xilose em xilulose-fosfato para entrar na via 
das pentoses fosfato (SEIBOTH et al., 2003). 
A via das pentoses fosfato (PPP), assim como a glicólise, tem a função de 
degradar a glicose, dando como resultados dois produtos importantes: ribose-5-
fosfato e NADPH. Esta via apresenta uma etapa inicial que inclui uma fase oxidativa 
e outra fase subsequente não-oxidativa (BERG, 2011). Na primeira fase, a glicose-6 
fosfato atravessa uma série de reações catalíticas que a transformam em ribulose-5-
fosfato (FIGURA 8), que seguidamente se converte em ribose-5-fosfato ou em 
xilulose-5-fosfato por meio das enzimas isomerases e epimerases, respectivamente. 
Neste processo, correspondente à fase não-oxidativa, essas pentoses entram em 
um ciclo de etapas reversíveis para regenerar novamente glicose-6-fosfato e 
continuar suprindo NADPH ás células do organismo. Durante o ciclo, as reações 
liberam produtos que podem ser aproveitados para diferentes funções, que são 
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FIGURA 8. Fase oxidativa, primeira etapa da via das pentoses fosfato (PPP). A Glicose-6-fosfato é 
convertida a ribulose-5-fosfato que ingressa à fase não oxidativa, a seguinte etapa da PPP. Adaptado 
de Lehninger, 2006. 
 
FIGURA 9. Fase não oxidativa. Etapa final da via das pentoses fosfato (PPP). A Ribulose-5-fosfato 
pode reagir com uma isomerase ou uma epimerase e se transformar em ribose-5-fosfato ou em 
xilulose-5-fosfato, ambos produtos podem ser convertidos a fructose-6-fosfato pela ação de enzimas 
como transquetolases, transcetolases e transaldolases, que catalisam reações entre dois 
subprodutos derivados de estes substratos iniciais. Adaptado de Lehninger, 2006. 
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Existem microrganismos selvagens capazes de fermentar pentoses, os mais 
comuns utilizados nas indústrias são algumas leveduras dos gêneros Candida, 
Pichia, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces e Pachysolen, e bactérias como 
Clostridium, Bacillus, Bacteroides, Thermoanaerobacter e Erwinia (MILLATI et al., 
2005). Também é importante mencionar alguns estudos que respaldam o emprego 
de alguns microrganismos geneticamente modificados com esse fim: 
Saccharomyces cerevisiae (HAHN-HÄGERDAL et al., 2001), Klebsiella oxytoca 
(ZHOU, 2001; WOOD, 1992),  Escherichia coli (OHTA et al., 1991) e Zymomonas 
mobilis (MOHAGHEGHI et al., 2004). 
No metabolismo da xilose em microrganismos (FIGURA 10) as bactérias e 
alguns eucariotos utilizam a enzima xilose isomerase para converter a xilose em 
xilulose, que posteriormente é fosforilada a xilulose-5-fosfato para entra na via PPP, 
da qual se obtém como produto final frutose-6-fosfato. Este açúcar resultante pode 
ingressar na via da glicólise para ser transformada em piruvato, composto de três 
carbonos utilizado na fermentação anaeróbica e consequente produção de etanol. 
Por outro lado, algumas leveduras e fungos não possuem xilose isomerase, porém, 
catalizam a xilose primeiramente com a ajuda da enzima xilose-redutase para 
produzir xilitol, que logo é convertido em xilulose por meio da enzima xilitol 
desidrogenase. Esta xilulose continua normalmente a via como no primeiro caso 
(JACKSON e NICOLSON, 2002). 
 
 
FIGURA 10. Vias metabólicas para o catabolismo da xilose: (1) etapas seguidas pela maioria das 
bactérias (2) etapas seguidas por alguns fungos e leveduras, (3) oxidação que pode acontecer em 
todos os organismos e (4) fermentação a etanol. Adaptação de Jackson e Nicolson, 2002. 
35 
2.6.1 Xilose-redutase (XR) 
As xilose-redutases são enzimas oxirredutases dependentes de NADH ou 
NADPH para converter a xilose em xilitol. Na maioria dos casos, estas enzimas 
utilizam NADPH, mas existem evidências de que podem ser específicas tanto por 
NADPH como por NADH (HACKER et al., 1999; MAYR et al., 2000; NEUHAUSER et 
al., 1997; VERDUYN et al., 1985) ou por NADH, preferencialmente (LEE et al., 
2003). 
Estas oxirredutases pertencem à superfamília Aldo-ceto redutase (AKR), um 
grupo muito amplo que inclui 15 famílias e muitas subfamílias, formam parte do 
metabolismo de numerosas classes de plantas, animais e procariontes. Estas 
enzimas estão classificadas de acordo com as similaridades entre as sequências 
proteicas que definem as funções bioquímicas e fisiológicas do organismo, tais 
como: as hidroxiesteróide desidrogenases formam parte da família AKR1 (AKR1), as 
xilose/manose-redutases se encontram na AKR2 (JIN et al., 2007). 
Depois da conversão de xilose em xilitol por meio da XR, o xilitol é oxidado 
pela xilitol desidrogenase para produzir xilulose, utilizando NAD+ como aceptor de 
elétrons. É desejável uma xilose-redutase potencialmente ativa, que possua maior 
preferência por NADH que NADPH; podendo aproveitar esse co-substrato liberado 
da oxidação do xilitol, desencadeando uma via eficiente de alto fluxo que 
aperfeiçoará as subsequentes reações (OSTERGAARD et al., 2000). 
Muitos pesquisadores estão focando o interesse pela XR, uma enzima 
utilizada nas indústrias tanto para produzir etanol como xilitol, um adoçante natural 
baixo em calorias com propriedades anticancerígenas. Uma XR com alta atividade e 
de fácil obtenção é preferida para esses fins produtivos. Trabalhos anteriores 
destacam que para uma produção mais econômica de xilitol, é necessário um 
acoplamento da enzima com o sistema de regeração do cofactor (NIDETZKY et al., 
1996 e 1998). O xilitol vem ganhando muita relevância por suas excelentes 
características como adoçante natural. Ele é igualmente doce como a sacarose, 
contudo pode ser utilizado para dietas por ser muito menos calórico e para 
diabéticos, já que não atravessa o ciclo da insulina no organismo humano (HUANG 
et al., 2011). 
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2.7 FONTE DE ENZIMAS LIGNOCELULOLÍTICAS  
Vários estudos afirmam que alguns organismos podem sobreviver 
alimentando-se de material lignocelulósico graças ao coquetel enzimático que 
desenvolvem. Existem evidências de bactérias, fungos e protistas que possuem 
enzimas lignocelulósicas, além de uma ampla porcentagem de animais 
invertebrados e uns poucos vertebrados que podem degradar celulose com ajuda 
dos simbiontes do intestino (HENRISSAT et al., 1985; BEGUIN e AUBERT, 1994, 
mencionados em WEI et al., 2006; WATANABE e TOKUDA, 2010). 
É necessária a busca de novas enzimas com alto potencial catalítico para a 
correta degradação da biomassa vegetal. O sistema digestivo dos insetos vem 
sendo alvo de muitas pesquisas para a caracterização deste tipo de enzimas, pois a 
maioria desses organismos consegue digerir eficientemente a parede celular 
vegetal, material lignocelulósico dos vegetais (WATANABE e TOKUDA, 2010). 
São muitas as referências que determinam as enzimas celulolíticas 
provenientes de microrganismos simbióticos, que habitam no intestino dos insetos. 
Porém também existem pesquisas sobre a descoberta de várias enzimas 
endógenas, produzidas por um mecanismo independente da simbiose, ou seja, 
produzidas pelo próprio inseto (CALDERÓN-CORTÉS et al., 2012). A primeira 
enzima celulolítica endógena descoberta, foi em 1998, no cupim Reticulitermes 
speratus, que demostrou sobreviver alimentando-se de madeira mesmo com a 
eliminação dos microrganismos que formam parte do seu intestino (WATANABE et 
al., 1998). 
Uma importante quantidade de enzimas endógenas capazes de degradar a 
PCV são celulases correspondentes à família GH9, distribuída em varias ordens de 
insetos. Este grupo de enzimas difere em grande medida quando tem suas 
sequencias e estruturas comparadas com outras celulases de microorganismos 
simbiontes. Este fato levanta a hipótese de que estas enzimas endógenas provém 
de um ancestral comum entre os invertebrados, já que estão amplamente 
distribuídas entre os insetos, sendo possível que tenha ocorrido a transferência 
vertical para estes genes (FISCHER et al., 2013). Pelo contrário, as celulases 
pertencentes às famílias GH5 e GH45 tem sido encontradas apenas em coleópteros 
(FISCHER et al., 2013; LEE et al., 2004; WEI et al., 2005), além diferirem 
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estruturalmente das GH9. Ainda não existe uma certeza do mecanismo de herança 
das GH5 e GH45, se foi através de um ancestral comum entre os coleópteros ou por 
transferência horizontal a partir de outros organismos mais distantes 
filogeneticamente (tem celulases destas famílias encontradas artrópodos, 
nematoides e moluscos); são necessários mais projetos de sequenciamento e 
caracterização destas enzimas para chegar a conclusões mais exatas (FISCHER et 
al., 2013). 
Várias enzimas endógenas de insetos foram descobertas e avaliadas através 
da disponibilidade de dados genômicos, como as bibliotecas de cDNA e EST 
(Expressed sequence tag). Os avanços nos projetos de transcritomas de diferentes 
insetos tem permitido analisar uma grande quantidade de genes com atividade 
envolvida na degradação da parede celular. Através desses avanços, é possível o 
estudo e a comparação de genes no banco de dados, para obter uma prospecção 
de enzimas endógenas no intestino do inseto (WILLIS et al., 2010). 
O intestino médio é o compartimento do sistema digestivo onde se produzem 
varias enzimas lignocelulolíticas em alguns insetos e a expressão endógena das 
mesmas, confirmadas especialmente em alguns coleópteros (GIRARD e JOUANIN, 
1999; SCRIVENER  et al., 1997;  SUGIMURA et al., 2003; WATANABE e TOKUDA, 
2001; WEI et al., 2006; MARTIN, 1983; NAKASHIMA et al., 2002; TOKUDA e 
WATANABE,  2007; ZHOU et al., 2007).  
No presente estudo, reportamos a clonagem, expressão e caracterização de 
dois diferentes genes: o AgEG1 que codifica uma β-1,4-endoglucanase (EGase), e o 
TlXR1 que codifica uma xilose-reductase (XR). Ambos os genes provêm do intestino 
médio de dois importantes insetos praga: Anthonomus grandis (bicudo do 
algodoeiro) e de Telchin licus licus (broca-gigante da cana–de-açúcar), 
respectivamente. Como foi mencionado anteriormente, várias celulases foram 
descobertas em coleópteros, principalmente as β-1,4-endoglucanase, que já se 
encontram registrados no Banco de dados genômico (GenBank). Diferentemente, 
ainda não foram caracterizadas Xilose-reductases endógenas de insetos em geral; 




3.1 OBJETIVO GERAL 
Clonar e expressar dois genes (AgEG1 e TlXR12) codificadores de enzimas 
endógenas originárias de insetos, que podem possuir atividade de degradação de 
biomassa vegetal. 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Identificar contigs, dentro do banco de dados de transcriptoma de A. 
grandis e de T. licus licus, que possuam similaridade com sequências de 
genes de enzimas que degradam biomassa vegetal; 
 Clonar os genes de interesse a partir do cDNA desses insetos; 
 Expressar os genes de interesse em sistema heterólogo (Pichia pastoris); 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1 INSETOS 
Diferentes estágios de Anthonomus grandis (ovos, larvas e adultos) foram 
obtidos do laboratório de Bioecologia e Semioquímicos de Insetos da Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília-DF; Já espécimes de Telchin licus licus 
(ovos e lagartas) foram coletados de canaviais da Usina Triunfo, em Boca da Mata-
AL e transportados por via aérea. Ambas as espécies de insetos foram levados para 
o Laboratório de Interação Molecular Planta-Praga da Embrapa Recursos Genéticos 
e Biotecnologia, Brasilia-DF, onde foram alimentados com dieta artificial. Para A. 
grandis, a dieta consiste em: 1500 mL de água, 40 g de ágar, 60 g de levedo de 
cerveja, 100 g de proteína de soja, 60 g de gérmen de trigo, 40 g de pharmamedia, 
60 g de açúcar, 2 g de nipagin, 2,4 g de ácido sórbico, 10 g de sais minerais, 20 g de 
ácido ascórbico e 10 mL de solução vitamínica. Para T. licus, a dieta consistiu em: 
20 g de caseína, 10 g de extrato de levedura, 60 g de açúcar branco, 10 g de ácido 
ascórbico, 11 mL de solução vitamínica, 7,5 g de sais de Wesson, 300 mg de 
colesterol, 300 mg de benzoato de sódio, 80 mg de ampicilina, 800.000 UI de 
nistatina, 2 mL de cloreto de colina (50%) e 800 mL de água. Os insetos foram 
mantidos a 26 ± 2 ºC, umidade relativa de 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 horas. Para 
a expressão gênica das enzimas de interesse, os insetos foram alimentados com 
cana de açúcar e avaliados durante todos os estágios do ciclo de vida (ovo, lagarta, 
pupa e adultos de ambos os sexos).  
4.2 EXTRAÇÃO DE RNA E SÍNTESE DE cDNA  
Foram escolhidos dois genes de sequência completa que codificam as 
enzimas β-1,4-endoglucanase e Xilose-Redutase, com base no banco de dados 
próprio: transcritomas do intestino de A. grandis e de T. licus, respectivamente 
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(Firmino et al., 2013; Fonseca et al., 2015). Para a obtenção destes genes, foi 
isolado o RNA total do intestino médio de ambos os insetos, na fase larval de 
terceiro instar. 
Essa região do intestino, previamente dissecada, foi triturada em N2 líquido 
utilizando almofariz e pistilo. Para homogeneizar as amostras foi adicionado o 
reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies™) seguindo as instruções do 
fabricante. As amostras foram tratadas com 2U de DNase I RNase-free (Ambion, 
Invitrogen Life Sciences™) por 30 minutos a 37 ºC, de acordo com instruções do 
fabricante. O material foi purificado e extraído utilizando o kit RNeasy (QIAGEN), 
posteriormente o produto foi avaliado em gel de agarose 1,5%. A concentração de 
RNA foi estimada em espectrofotômetro NanoVue (GE HealthCare). Os cDNAs 
foram sintetizados utilizando 2μg de RNA total. Foi utilizado o kit Superscript II TM 
First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen), e o oligonucleotídeo NV-d(T)30-AP. 
4.3 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DOS GENES AgEG1 E TlXR1 
Para a amplificação dos genes em questão a partir do cDNA total do insetos, 
foram desenhados os iniciadores (primers) e a partir das sequências dos genes 
encontrados nos transcritomas, utilizando as ferramentas Primer 3 
(http://frodo.wi.mit.edu/)  e Tm calculator (https://www.thermofisher.com/us/en/.../tm-
calculator.html). As sequências dos primers para cada gene foram denominadas 
“Forward” (Fwd) para o direto e “Reverso” (Rev) para o reverso (TABELA 2). 
As reações em cadeia da polimerase (PCRs) foram realizadas em dois ciclos: 
no primeiro foram utilizados os primers “Fwd” dos genes e o primer NV-d(T)30-AP 
como “Rev”. No segundo ciclo foram utilizados os primers “Fwd” e “”Rev" dos genes. 
Foram adicionados 0,3 µL da Taq Polimerase (Ludwig™), 10 µmol de cada 
primer e 2 µL de cDNA diluído 20 vezes, para cada reação de PCR. O programa do 
termociclador consistiu em uma condição inicial de 5 min a 95 °C, seguido de 30 
ciclos de desnaturação (30 s a 95°C), anelamento (30 s a 58 °C), extensão (1 min a 
72°C), e extensão adicional (5 min a 72°C) para ambos genes. Os produtos de PCR 
foram purificados do gel de agarose 1% utilizando o QIAquick Gel Extraction Kit, 
(Qiagen). Os produtos purificados foram clonados no plasmídeo pGEM-Teasy 
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(Promega™), e as construções foram transformadas em E. coli OmniMAX™ 2 T1 R. 
Os transformantes (pGEM-T easy:AgEG1 e pGEM-T easy:TlXR1) foram distribuídos 
em placas com meio LB (10 g/l triptona, 10 g/l NaCl, 5 g/l de extrato de levedura, 15 
g/l de ágar, com pH 7.5) suplementadas com ampicilina (100µg/ml), IPTG 100 mM e 
X-Gal 50 µg/ml, utilizando o método de seleção “sistema branco-azul”. Os clones 
positivos foram comprovados por digestão com a enzimas EcoR1 e  por 
sequenciamento dos dois extremos 5' e 3' Em sequenciador automático (ABI 3130xl 
Genetic Analyzer). 
 
4.4 ALINHAMENTO DAS SEQUÊNCIAS E ANÁLISES DE DADOS 
As relações filogenéticas das sequências AgEG1 e TlXR1 foram realizadas 
utilizando estas eoutras sequências conservadas recuperadas do GenBank –
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando as ferramentas de bioinformática “BLASTn” 
e “BLASTx”. As análises foram feitas com as sequências proteícas dos genes para 
limitar a busca no grupo de eucariontes da classe Insecta com o fim de encontrar 
TABELA 2 - PRIMERS UTILIZADOS PARA A AMPLIFICAÇÃO DOS GENES 
NOME GENE SEQUÊNCIA OBJETIVO 
AgEG1-Fwd-
pGEM 
AgEG1 5'- ATGAAAAGCTTTGTGGGTGCC-3' 




AgEG1 5'- TTACATATTGTCATTTACACAACCA-3' 















AgEG1 5'-TAAGAATTCCACTTAGCGGTTCTGGAACTACT-3' Clonar o gene no vetor pGAPZαB 
AgEG1-Rev-
pGAPZ 













Clonar o gene no vetor pGAPZαB 
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similaridades filogenéticas com outras enzimas endógenas. As analises evolutivas 
representadas em árvores filogenéticas, foram realizadas utilizando o sofware 
MEGA7, utilizando o método Neighbor-Joining. 
As sequências proteicas preditas de AgEG1 e de TlXR1 foram obtidas 
utilizando  o ExPASy translate (http://web.expasy.org/translate/). O ponto isoelétrico 
(pl) e o peso molecular (MW) foram preditos mediante a ferramenta pl/MW tool 
(http://web.expasy.org/compute_pi/). Os software DictyOGlyc 1.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/DictyOGlyc) e NetNGlyc 1.0 Server 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) foram utilizados para determinar os sítios 
de O- e N-glicosilação, respectivamente. O SignalP 4.1 Server 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ajudou a determinar possíveis sequências 
de peptídeo sinal. As clonagens dos genes nos vetores pGEM-T Easy e pGAPZαB, 
foram apresentadas de forma ilustrativa com ajuda do software SnapGene® 2.3.2 
(http://www.snapgene.com/). 
4.5 CONSTRUÇÃO DOS PLASMÍDEOS DE EXPRESSÃO  
 As regiões codificadoras dos genes AgEG1 e TlXR1, sem peptídeo sinal, 
foram amplificadas por PCR usando a Taq Polimerase (Ludwig). Foram utilizados os 
nucleotídeos iniciadores desenhados com os sítios para as enzimas de restrição 
(TABELA 1): EcoRI e SalI para o primeiro gene; EcoRI e NotI para o segundo gene 
(todos sublinhados); tais enzimas foram escolhidas utilizando a ferramenta 
NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), para confirmar que as sequências 
não possuem os mesmos sítios de restrição utilizados para clonagem.  
Os parâmetros para os ciclos da PCR foram os mesmos mencionados 
anteriormente. O produtos de PCR foram purificados (QIAquick Gel Extraction Kit, 
Qiagen) e clonados no vetor pGEM-Teasy (Promega™). As construções obtidas 
foram transformadas em E. coli OmniMAX™. Os plasmídeos (pGEM-T easy:SalI-
AgEG1-EcoRI e pGEM-T easy:NotI-TlXR1-EcoRI) foram extraídos de E. coli e 
digeridos com as enzimas de restrição (sítios desenhados nos pares de primers) 
para liberar os insertos, e confirmar a clonagem. O vetor de expressão pGAPZαB 
(Invitrogen, USA), foi digerido com EcoRI e SalI (Promega) para um caso; e EcoRI 
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com NotI (Promega) para o outro caso. Com ajuda da T4 ligase obteve-se a ligação 
dos insertos purificados e o vetor pGAPZαB, para gerar os cassetes de expressão 
pGAPZαB:AgEG1 e pGAPZαB:TlXR1. Os produtos da ligação foram transformados 
em E. coli OmniMAX™, e os transformantes foram selecionados em placas de meio 
LB contendo 25µg/ml de Zeocina TM (Invitrogen). Procedeu-se à extração dos 
plasmídeos (pGAPZαB:AgEG1 e pGAPZαB:TlXR1) de E. coli, e a confirmação dos 
genes por sequenciamento de DNA. 
4.6 TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA DEPichia pastoris E ANÁLISE DA 
INTEGRAÇÃO DOS GENES AgEG1 E TlXR1. 
Para transformação estável de P. pastoris foi utilizado o vetor pGAPZαB para 
permitir uma expressão constitutiva, utilizando o  promotor (PGAP) do gene 
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). A 6xHis Tag foi adicionado ao 
AgEG1 e ao TlXR1  para facilitar a subsequente purificação das proteínas de 
interesse.  Foram escolhidas duas cepas de P. pastoris (SMD1168 H e X33) 
(Invitrogen), para os testes de expressão. A primeira é uma levedura  sem atividade 
de proteases, que foi selecionada para diminuir o risco da degradação proteolítica 
das proteínas de interesse. A segunda é uma cepa selvagem com alta eficiência de 
crescimento e expressão. 
Foram utilizados 30 µg de DNA correspondente a (1) pGAPZαB:AgEG1 e (2) 
pGAPZαB:TlXR1, que foram linearizados com as enzimas de restrição BglII e BspHI, 
respectivamente, para facilitar a integração do DNA no cromossomo de P. pastoris. 
As células foram transformadas por eletroporação, utilizando o protocolo da 
MicroPulser™ XcellTM Electroporation System (Bio-Rad™, USA):. As células 
competentes foram crescidas nas condições de 28°C a 220 rpm, no meio YPD (1% 
de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de dextrose), até atingir uma densidade 
de 5-7 x 107 células/ml. Após centrifugação, o precipitado de células foi tratado com 
Tampão HEPES (ácido N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-2-etanossulfónico) (pH 8.0), 1 
Me com DTT (1,4-Dithiothreitol), 1 M, antes das lavagens com sorbitol (1 M). 
Quarenta microlitros de células competentes foram adicionadas para cada DNA e 
foram transferidas para cubetas de 0,2 cm para a eletroporação, utilizando o 
parâmetro “Pic” (2kV). As células foram incubadas por duas horas a 30°C antes de 
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ser distribuídas em placas de YPD/sorbitol + ágar e 100 µg/ml de zeocina 
(Invitrogen), e foram crescidas durante cinco dias a 28°C. 
A integração dos genes no cromossomo da levedura foi confirmada por PCR 
de colônias, utilizando os primers “forward” e “reverse” de cada gene. Foram 
selecionadas as colônias desenvolvidas após uma semana e foram submetidas a 
lise celular por repetidos choques-térmicos, consistindo em água em ebulição e 
nitrogênio líquido. Após centrifugar as células, foram extraídos 2 µl do sobrenadante 
contendo DNA para ser utilizado nas PCRs.  
4.7 MICROEXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS EM P. pastoris. 
Foram escolhidos dois transformantes positivos de cada gene, baseando-se 
na presença de bandasamplificadas na PCR. As colônias selecionadas foram 
submetidas aos ensaios de microexpressão em meio YPD, com 50 ml de meio em 
erlenmeyers de 250 ml. Todos os meios de cultura preparados com YPD, líquido e 
sólido, foram preparados contendo o antibiótico cefotaxima (100 µg/ml), tanto para o 
meio utilizado no preparo das células competentes, como para os ensaios de 
expressão e placas contendo ágar. A expressão das proteínas consistiu em deixar 
crescer as células de levedura até atingir a fase log (5 dias), extraindo alíquotas de 1 
ml a cada 24 horas, para poder analisar a expressão relativa ao tempo. 
Posteriormente, foram extraídas as proteínas intra e extracelulares.  
Para a extração das proteínas intracelulares, foram utilizadas microesferas de 
vidro para lisar as células, seguindo o protocolo do manual da Invitrogen. Para a 
extração das proteínas do meio extracelular, o sobrenadante foi separado das 
células por centrifugação, posteriormente o conteúdo livre de células foi precipitado 
com 10% ácido tricloroacético (TCA) em acetona, durante 16 horas a -20°C. Uma 
vez concentradas as proteínas, foram centrifugadas e lavadas três vezes com 
acetona. Depois de secar e evaporar totalmente a acetona, as proteínas foram 
ressuspendidas em 30 µL de tampão de carregamento amostra contendo SDS.  
Quinze microlitros do material ressuspendido foi aplicado em SDS-PAGE 12% 
para eletroforese com as seguintes condições para a corrida: 10 miliamperes (mA) 
no primeiro gel  (5%) e 20 mA no segundo gel (12%). A coloração foi efetuada 
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submergindo os géis em uma solução com 0,25% de “Coomassie Brilliant Blue G 
250”, 45% de metanol e 8% de ácido acético e mantendo-o sob agitação por 
aproximadamente uma hora. Posteriormente, os géis foram descorados em uma 
solução com 40% de metanol e 10% de ácido acético glacial, sendo realizadas 
trocas sucessivas, até ser obtida a transparência desejada. Os géis foram mantidos 
em agua até o próximo uso desejado.  
Foi realizado o Western blotting, utilizando o anticorpo especifico Anti-His 
(Invitrogen) na concentração 1:3000. Para transferência das proteínas do gel para 
membrana foi utilizada amperagem de 10 mA durante 20 minutos, e após, a 
membrana foi incubada com a solução  bloqueio durante 16 horas. Posteriormente, 
a membrana foi incubada com o Anticorpo Anti-His conjugado a Fosfatase Alcalina, 
por 4 horas. A reação de revelação foi realizada com o Kit Colorimétrico Immun-Blot® 















5 RESULTADOS  
5.1  IDENTIFICAÇÃO, AMPLIFICAÇÃO E CLONAGEM DOS GENES AgEG1 E 
TlXR1 NO VETOR pGEM-T Easy 
Nos transcritomas dos insetos (A. grandis e T. licus licus) obtidos pela equipe 
do Laboratório de Interação Molecular Pranta – Praga (LIMPP) da EMBRAPA 
Recursos genéticos e Biotecnologia (FIRMINO et al, 2013; FONSECA et al. 2015), 
foram encontrados vários “contigs” (sequências montadas) que apresentaram 
sequências parciais ou totais de genes relacionados com a degradação da biomassa 
vegetal endógenos de insetos. Sequências de enzimas envolvidas na degradação 
de biomassa foram procuradas no NCBI e comparadas com sequências 
semelhantes dos transcritomas. Foram identificados vários contigs e foram 
escolhidos aqueles com  maior escore e e-value   (dados não mostrados). 
Foram confirmadas as sequências completas de dois genes: um semelhante 
a uma β-1,4, endoglucanase que foi denominada AgEG1; e outra com similaridade 
para uma Aldo-Ceto redutase que hipotetizamos que poderia ter atividade de xilose 
redutase, e foi denominada então de TlXR1. Os resultados do sequenciamento dos 
genes após a clonagem, são similares aos contigs (FIGURAS 11 e 12), com 
exceção de algumas bases que foram substituídas por outras em algumas regiões 
das cadeias, especialmente no gene TlXR1, que apresentou mudanças mais 
evidentes; estas variações ao longo das cadeias de DNA, se deve, provavelmente, a 
erros no sequenciamento ou a polimorfismos.  As PCRs realizadas confirmaram as 
bandas de 650 pb para AgEG1 e 990 pb para TlXR1 (FIGURAS 13 e 14), 
amplificados a partir de cDNA de intestino da fase larval de ambos os insetos. Os 
resultados do sequenciamento de DNA também validaram as sequências completas 
destes genes, após a clonagem no vetor pGEM-T Easy (FIGURAS 15, 16 e 17). 
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FIGURA 11. Alinhamento das sequências clonada e sequenciada com a “fase de leitura aberta” (open 





FIGURA 12. Alinhamento das sequências clonada e sequenciada com a “fase de leitura aberta” (open 




FIGURA 13. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da amplificação por PCR do gene AgEG1 
(650 pb) que provavelmente codifica uma enzima β-1,4-Endoglucanase, isolado de A grandis. 
 
 
FIGURA 14. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da amplificação por PCR do gene TlXR1 


































FIGURA 15. Histórico da clonagem dos genes AgEG1 e TlXR1. Seguindo a direção das setas, 
inicialmente se apresentam os contigs dos genes, depois da PCR se obtêm as bandas amplificadas e 




FIGURA 16. Representação da construção pGEM-T Easy_AgEG1; o mesmo contém os primers 
“AgEG1-Fw” e “AgEG1-Rv”, como também os primers desenhados para a clonagem no vetor de 
expressão: “AgEG1-Fw-Exp” e “AgEG1-Rv-Exp” (Exp: expressão). 
 
FIGURA 17. Representação da construção pGEM-T Easy_TlXR1; o mesmo contém os primers 
“TlXR1-Fw” e “TlXR1-Rv”, como também os primers desenhados para a clonagem no vetor de 
expressão: “TlXR-Fw-Exp” e “TlXR1-Rv-Exp” (Exp: expressão). 
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5.2 SEQUÊNCIA PROTEICA, ALINHAMENTO FILOGENÉTICO, SITIOS DE 
GLICOSILAÇÃO E PEPTÍDEO SINAL.  
O resultado do alinhamento de sequências de DNA demonstra que o gene 
AgEG1 possui alta semelhança (>60%) com outras sequências de genes de 
diferentes coleópteros encontradas no banco de dados. Alguns desses genes já 
estão caracterizados como β-1,4-endoglucanases endógenas pertencentes à família 
GH45 (FIGURA 18). A árvore filogenética representa claramente a relação que 
existe entre a sequência do A. grandis e outras sequências de enzimas 
caracterizadas com β-1,4-endoglucanases. Essas relações evolutivas são mais altas 
entre genes de coleópteros que possuem essas enzimas endógenas, porém 
também existem vínculos filogenéticos com outros genes de organismos variados, 
provenientes de reinos diferentes (FIGURA 19). A proteína predita possui um peso 
molecular estimado em 21,4 kDa, sem contar com a cauda de histidina (FIGURA 
20), e ponto isoelétrico (pl) predito é de 5,16. Os sítios de O-glicosilação foram 
preditos para 20 treoninas (Thr) e 17 serinas (Ser) (dados não apresentados). Foi 
predito que existe N-glicosilação com um resíduo de Asparagina (Asn) na posição 70 
da sequência do AgEG1 (FIGURA 21), e o peptídeo sinal (FIGURA 22), 









FIGURA 18. Resultado de BlastX realizada no banco de dados GeneBanK. O AgEG1 possui perto de 
70% de semelhança com outras β-1,4-endoglucanases endógenas de coleópteros, além de outras 





FIGURA 19.  Relações filogenéticas do gene AgEG1. Cada ramo da árvore possui um número que 
identifica a distância filogenética existente entre cada sequência, a somatória dos ramos da árvore dá 
um comprimento de 12.52017468. As distâncias evolutivas foram calculadas usando o método de 
correção Poisson e estão em unidades do número de substituições de aminoácidos por sítio. A 
análise envolveu 44 sequências de aminoácidos. Todas as posições contendo lacunas e dados em 











FIGURA 20. Sequência proteica predita do gene AgEG1 com 21,4 kDa sem a cauda de histidina. Na 




FIGURA 21. Sequência proteica do gene AgEG1. O único sítio de N-glicosilação no resíduo de 







FIGURA 22. Prediçãodo peptídeo sinal na sequência do gene AgEG1. A figura confirma a 
presença do peptídeo sinal, representado pelo sitio de clivagem na posição entre os resíduos 19 
e 20 e resultados altos nos valores de score: C-score: distingue os sítios de clivagem em todo o 
peptídeo, sendo o máximo na posição imediatamente depois do primeiro resíduo da proteína 
madura (depois do resíduo de Leucina “L”, na posição 20. Valor obtido: 0,414). S-score: 
distingue os sítios de clivagem dentro do peptídeo sinal de outros sítios na proteína madura e 
proteínas sem peptídeo sinal (o máximo se encontra na posição 14 e valor 0,954). Y-score: a 
média geométrica do C-score e a pendente do S-score, resultando de uma melhor predição do 
sitio de clivagem (posição 20 e valor de 0,610). Mean S: A média do S-score do peptídeo sinal 
predito, desde a posição 1 até imediatamente antes do máximo do Y-score (posição 1-19 com 
valor de 0,9). D-score: a média do “mean S” e o máximo do Y-score. Esse score é quem 
discrimina a presença de peptídeo sinal nas proteínas. O valor do D-score foi alto (0,767), o 
resultado não discrimina a presença de peptídeo sinal.   
 
O gene TlXR1 teve, na sua maioria, mais de 80% de identidade com outras 
enzimas endógenas provenientes de insetos. Dentro de esse grupo quase todas 
pertencem à superfamília das Aldo-ceto redutases (AKR), onde se podem destacar,  
especialmente, proteínas de lepidópteros (FIGURA 23). A árvore filogenética 
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construída para identificar as relações filigenéticas de outras sequências com a de T. 
licus licus evidenciam que existem numerosas semelhanças entre elas. O gene que 
codifica uma possível xilose-redutase está relacionado principalmente com outras 
AKRs de lepidópteros, além de outras ordens de insetos, porém esses genes não 
foram caracterizados enquanto à atividade enzimática (FIGURA 24). O TlXR1 possui 
semelhanças mais distantes com sequências provenientes de outros organismos de 
distintos reinos, as quais foram identificadas como algumas xilose-redutases, além 
de uma anhidro-fructose- reductase, uma 3-dehidroecdisone-3-beta-reductase, uma 
dihidrodiol-dehidrogenase e duas AKR2E4.  
O peso molecular da proteína predita, sem cauda de histidina, foi de 32 kDa 
(FIGURA 25) e um pl predito de 5,0. A sequência proteica do gene TlXR1 possui 
sítios de O-glicosilação, consistindo em 11 resíduos de Thr e 19 Ser; também foram 
encontradas dois sítios de N-glicosilação nas posições 97 e 267 de asparagina 






FIGURA 23. Resultado de BlastX  realizado  com o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). O 
gene TlXR1 possui altíssima semelhança com outras enzimas endógenas da família Aldo-ceto 




FIGURA 24. Relações evolutivas dos genes de Aldo-Ceto redutases de diferentes organimos. Cada 
ramo da árvore possui um número que identifica a distança filogenética existente entre cada 
sequência, a somatória dos ramos da árvore dá um comprimento de 10.66575625. As distâncias 
evolutivas foram calculadas usando o método de correição Poisson e estão em unidades do número 
de substituições de aminoácidos por sítio. A análise envolveu 51 sequências de aminoácidos. Todas 
as posições contendo lacunas e dados em falta foram eliminados. Há um total de 139 posições no 









FIGURA 25. Sequência proteica do gene TlXR1 com peso molecular de 32 kDa sem cauda de 
histidina.  
 
FIGURA 26. Sequência proteica do gene TlXR1. Os sítios de N-glicosilação nos resíduos 97 e 267 de 




FIGURA 27. Análise para predição do peptídeo sinal na sequência do gene TlXR1. O valores de 
todos os scores são muito baixos, perto de 0,1 (valor-alvo negativo), portanto a proteína não possui 
peptídeo sinal.  
5.3  CLONAGEM NO VETOR DE EXPRESSÃO E CONFIRMAÇÃO DA 
CLONAGEM POR DIGESTÃO 
Para clonagem dos dois genes no vetor de expressão pGAPZαB (FIGURAS 
26 e 27) foi deletado o peptídeo sinal no gene AgEG1, os códons de inicio de parada 
em ambos genes e foram utilizados os primers com os sítios para as enzimas de 
restrição que permitiram a inserção do gene no vetor (EcoRI e SalI para AgEG1, 
EcoRI e NotI para TlXR1); no caso do gene TlXR1, foi adicionado a cauda de 
histidina no desenho do primer “reverso”. Após a clonagem, foi confirmada por 
sequenciamento e digestão a inserção dos genes no vetor pGAPZαB. As reações de 
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digestão foram comprovadas em gel de agarose 1% e os resultados foram positivos 
para todos os clones de E. coli transformados e selecionados para o teste (FIGURA 
28). O gel revelou a liberação dos fragmentos de interesse do vetor pGAPZαB, 
utilizando as enzimas de restrição que clivaram os sítios desenhados nos primers.  
 
 
FIGURA 28. Histórico da clonagem do gene AgEG1 no vetor de expressão. Os DNAs foram digeridos 
com as enzimas EcoRI e SalI para posteriormente ser ligados nos sítios correspondentes, dando 








FIGURA 29. Histórico da clonagem do gene TlXR1 no vetor de expressão. Os DNAs foram 
digeridoscom as enzimas EcoRI e NotI para posteriormente ser ligados nos sítios correspondentes, 















FIGURA 30. Gel de agarose 1% para confirmar a clonagem dos genes AgEG1 e TlXR1 no vetor 
pGAPZαB, através de reações de digestão. A reação foi efetuada com as enzimas de restrição para 
clivar e liberar os genes de interesse, ligados ao vetor pGAPZαB. Gel A: liberação de fragmentos de 
990 pb correspondente ao gene TlXR1. Gel B: liberação de fragmentos de 650 pb correspondentes 
ao gene AgEG1. 
5.4 LINEARIZAÇÃO E CONFIRMAÇÃO DOS CLONES TRANSFORMADOS 
Para a transformação da levedura Pichia pastoris, foram linearizados os 
DNAs (pGAPZαB-AgEG1 e pGAPZαB-TlXR1) utilizando enzimas de restrição 
selecionadas (FIGURA 29 e 30). Depois de sucessivas transformações com as 
cepas SMD1168H e X33 de Pichia pastoris, utilizando o protocolo do eletroporador 
(MicroPulser™ Electroporation Apparatus Operating Instructions), obtendo-se um 
resultado de 4,2 ms no eletroporador, a PCR de colônias realizada com clones 
desenvolvidos nos meios de seleção, deu indícios da integração dos genes no 
cromossomo da levedura. Estes resultados positivos foram obtidos unicamente com 
a cepa selvagem X33. Foram positivas duas colônias contendo o gene AgEG1 e 
todas as seis colônias para o gene TlXR1 (FIGURA 31).  
 
                         A                                           B                                        
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FIGURA 31. Vetor de expressão pGAPZαB-AgEG1 linearizado com a enzima BglII. A construção 
apresenta um tamanho de 3680 pb, o gene AgEG1 está inserido entre os sítios de EcoRI e SalI 
(vermelho). 
 
FIGURA 32. Vetor de expressão pGAPZαB-TlXR1 linearizado com a enzima BspHI. A construção 






FIGURA 33. PCR de colônias dos clones integrados em Pichia pastoris (X33). Linhas 1, 2 e 3: três 
colônias transformadas com o gene AgEG1 (EG1-1, EG1-2 e EG1-3); linha 4: marcador 1 kb; linha 5: 
controle positivo do gene AgEG1; linha 6: controle negativo (vetor vazio, sem o gene); linha 7: 
controle negativo 2 (branco da reação). Linha 8, 9, 10, 12, 13 e 14: diferentes colônias transformadas 
com o gene TlXR1 (XR1-1, XR1-2, XR1-3, XR1-4, XR1-5, XR1-6); linha 11: marcador 1 kb; linha15: 
controle negativo (branco da reação); linha 16: controle positivo do gene TlXR1. Pode-se ver os 
tamanhos de 650 pb para o gene AgEG1 e 975 pb para o gene TlXR1, marcados na imagem frente 
as linhas 1 e 8, representando a amplificação das bandas. 
5.5  SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING 
 
Após realização de SDS-PAGE, ficou evidenciado a presença de possíveis 
bandas correspondentes aos pesos moleculares das duas proteínas (21,4 kDa e 32 
kDa), expressadas no meio extracelular; já nos resultados das proteínas 
intracelulares, se obtiveram bandas muito fracas com peso molecular perto de 40 
kDa para ambas proteínas, além de que estes dois géis são muito parecidos um 
com outro. Com estes resultados bastante semelhantes, se conclui que as proteínas 
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de interesse não foram expressas no meio intracelular, revelando bandas de 
proteínas próprias da levedura.  
As amostras de proteínas extracelulares (alíquotas extraídas cada 24 horas 
até o quinto dia) expressadas pela levedura, contendo o gene AgEG1, revelaram 
bandas com peso molecular perto de 25 kDa para os dois clones (EG1 e EG2), 
lembrando que, com as modificações pós-traducionais e a adição da cauda de 
histidina, a proteína é modificada e aumenta o peso molecular, portanto é normal 
obter um resultado um pouco maior do que o esperado (FIGURA 34). O gel que 
corresponde à proteína extracelular do gene TlXR1, apresenta bandas com peso 
molecular perto de 40 kDa em todas as amostras dos dois clones de levedura 
avaliadas: XR1 e XR3; porém, as amostras de XR3 possuem bandas um pouco mais 
baixas que as de XR1; estas bandas de menor peso ficam mais perto do peso 






















FIGURA 34. SDS-PAGE 12% com os resultados da migração das amostras de proteína intra e extra 
celulares, expressadas em P. pastoris, contendo o gene AgEG1. O Gel A representa as proteínas 
extracelulares expressadas pelas cepas EG1 e EG2, iniciando com os dias 1, 2, 3, 4 e 5 das 
alíquotas extraída cada 24 h da EG1, seguidas do MW (marcador Bench Mark Protein Ladder) e 
continuando com os dias 1, 2, 3 e 4  das amostras da EG2. As bandas candidatas estão marcadas 
com setas vermelhas nas amostras dos últimos dias de expressão, que são mais evidentes, que 
apresentam um peso de ~25kDa. O Gel B apresenta a expressão das proteínas intracelulares, cuja 
sequencia começa com as alíquotas 1, 2, 3, 4 e 5, correspondentes aos dias de expressão para EG1, 
seguidas do MW (marcador Prestained Protein Ladder) e finalizando com as alíquotas 1, 2, 3 e 4 da 
EG2. Neste caso também aparecem bandas (marcadas com setas vermelhas nas amostras dos 
últimos dias de expressão) com peso molecular perto de 40 kDa. 
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FIGURA 35. Gel de policrilamida SDS-PAGE 12% com os resultados da migração das amostras de 
proteína intra e extracelulares, expressadas pela P. pastoris, contendo o gene TlXR1. O Gel A 
representa as proteínas extracelulares expressadas pelas cepas XR1 e XR3, começando pelo MW 
(marcador Bench Mark Protein Ladder), desde à direita, continuando com os dias 1, 2, 3, 4 e 5 das 
alíquotas extraídas cada 24 h da XR1, e seguidas pelos dias 1, 2, 3 e 4 das alíquotas da XR3. 
Podem-se observar umas bandas candidatas, marcadas com setas vermelhas nas amostras dos 
últimos dias de expressão, que são mais evidentes, apresentando um peso molecular de ~40 kDa. O 
Gel B apresenta a expressão das proteínas intracelulares, cuja sequencia começa com as alíquotas 
1, 2, 3, 4 e 5, correspondentes aos dias de expressão para XR1, seguidas do MW (marcador 
Prestained Protein Ladder) e finalizando com as alíquotas 1, 2, 3 e 4 da XR3. Neste caso também 
aparecem bandas (marcadas com setas vermelhas nas amostras dos últimos dias de expressão) com 
peso molecular perto de 40 kDa. 
A proteína predita de 32 kDa, correspondente ao gene TlXR1, foi identificada 
por Western blotting, confirmando a expressão da proteína na levedura P. pastoris. 
As proteínas de alíquotas do quarto e quinto dia de expressão (FIGURA 36), 
emitiram sinal visível após aproximadamente 1 minuto de reação com a fosfatase 
alcalina, revelando um peso molecular perto de ~35  kDa. 
Diferentemente, não se obtiveram os mesmos resultados para o gene AgEG1. 
O teste revelou a proteína controle positivo de 80 kDa, mas a proteína de interesse 









                    
FIGURA 36. Western Blotting das proteínas oriundas da expressão dos clones contendo o gene 
TlXR1 em Pichia pastoris. Na primeira linha se encontra o MW (marcador Prestained Protein Ladder), 
seguido de: 1) Expressão controle negativo (P. pastoris transformada com pGAPZα-B vazio); 2) 
Controle positivo (75 kDa); 3) Sobrenadante da cultura aos 5 dias de expressão; 4) Sobrenadante da 










Anthonomus grandis e Telchin licus licus são pragas agrícolas que causam 
danos consideravelmente importantes em culturas como o algodão e a cana-de-
açúcar, respectivamente. A obtenção do transcritoma destes insetos por parte da 
equipe do Laboratório de Interação Molecular Pranta – Praga (LIMPP) da EMBRAPA 
Recursos genéticos e Biotecnologia, para o estudo e caracterização de genes alvo é 
um avanço promissor nas áreas de biologia molecular e biotecnologia; esses genes 
estão sendo utilizados para vários projetos focados principalmente na obtenção de 
biocombustíveis e o uso da tecnologia RNAi.  
Os contigs selecionados para o desenvolvimento deste trabalho são genes 
candidatos a enzimas que formam parte da degradação da parede celular vegetal: β-
1,4, endoglucanase e Aldo-Ceto redutase com provável atividade de xilose redutase. 
O gene AgEG1, analizado via BlastX, é semelhante a outras sequências de β-1,4, 
endoglucanases de insetos, além disso, ele contém a conservada N-glicosilação em 
celulases da família GH45 que provêm de coleópteros. Esse sitio pode ser essencial 
para a atividade enzimática, especialmente para as β-1,4-endoglucanases (WEI et 
al., 2005 e 2006). O gene também conserva o sitio catalítico próprio das GH45 
“TTTRYWDCCKPSC” (LEE et al., 2004 e 2005). A análise filogenética revelou que 
a sequência possui alta semelhança com sequências de outras celulasas da família 
GH45, encontrado em coleópteros, principalmente (FISCHER et al., 2013; LEE et al., 
2004; WEI et al., 2005). Como o gene AgEG1 também tem relação filogenética com 
outros genes provenientes de outros organismos mais distantes (outros artrópodos, 
protistas, fungos, bactérias, nematoides e moluscos), é mais provável que o mesmo 
foi transferido horizontalmente para um ancestral comum dos Curculionidae, embora 
não se tem ainda uma certeza sobre o mecanismo de transferência de genes das 
famílias GH45 e GH5, pois também existe a possibilidade de que o mesmo pôde ser 
através de um ancestral comum entre os coleópteros (FISCHER et al., 2013). 
No caso do gene TlXR1, este possui semelhança com outros genes da família 
Aldo-ceto redutases (AKR), porém, não foi identificada nenhuma Xilose-redutase; 
assim também no banco de dados de sequências (NCBI), ainda não foi registrada 
nenhuma XR endógena de insetos. Depois de ter avaliado outras sequências não 
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semelhantes, também não foi encontrada esta enzima, porém, foram caraterizadas 
Xilose-redutases provenientes de organismos simbióticos em insetos. As sequências 
semelhantes para esta enzima endógena foram submetidas diretamente no banco e 
identificadas como AKRs. Muitas delas possuem atividade desconhecida, outras 
poucas que foram sequenciadas da glândula de feromônio sexual de um lepidóptero 
(Agrotis ipsilon), e foram caracterizadas como enzimas que possivelmente interveem 
na biossíntese e transporte de feromônios sexuais (GU et al., 2013). A análise 
filogenética apresenta uma relação mais distante, entre a sequência do TlXR1 e 
outras sequências de xilose-redutases de diferentes organismos, incluindo um 
coleóptero; porém o resultado ainda é confuso, já que o mesmo gene possui alta 
semelhança com genes de AKRs (não caracterizadas) de distintos diferentes 
lepidópteros, com AKR1 (hidroxiesteroides dehydrogenases) e AKR2 (manose 
redutases/xilose-redutases) (DI LUCCIO et al., 2006). Esses resultados podem ser 
mais bem explicados com dados reportados pela Perelman School of Medicine at 
the University of Pennsylvania (2016): existem dados sobre Isoformas ou variantes 
alélicos dentro da superfamília das AKRs, proteínas que tem > 97% de identidade 
nas sequências são alelos do mesmo gene, mas pode ser dar o caso de que elas 
possuam atividade enzimática diferente, são traduzidas a partir mRNAs e provêm de 
genes com diferentes estruturas.  
Ensaios recentes realizadas por Vasconcelos e colaboradores (2014), 
mostraram que o suco digestivo do T. licus possui maior capacidade de degradar 
xilana em comparação a outros polissacarídeos. Os resultados determinaram uma 
atividade enzimática mais alta quando a xilana é o substrato. Como T. licus tem uma 
preferência pelas hemiceluloses, este polissacarídeo é fundamental para a sua 
alimentação e sobrevivência. Estes genes envolvidos na digestão de hemiceluloses 
codificam xilanases e xilose-redutases, são de vital importância para este inseto e os 
convertem em foco para pesquisas posteriores visando a produção de 
biocombustíveis ou trabalhos com de silenciamento gênico via RNAi, para controle 
do inseto.  
 
Alguns trabalhos  sobre a clonagem e expressão de celulases em Pichia 
pastoris foram publicados (PHAM et al., 2011; GODBOLE et al., 1999; VÁRNAI et 
al., 2014), mas geralmente, estas enzimas provêm de microrganismos ; celulases 
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endógenas de insetos, são expressas principalmente em células de insetos(LEE et 
al., 2004, 2005; WEI et al., 2006; WLLIS et al., 2011; KIM et al., 2008). Por outro 
lado, existe evidências de Xilose-redutases expressas em bactérias (FERNANDES 
et al., 2009; WOODYER et al., 2005). Aliás, o sistema de expressão na levedura 
Pichia pastoris permite uma eficiente glicosilação da proteína, possui alta e rápida 
taxa de crescimento das células no fermentador, geralmente resultando de altos 
níveis de expressão; além de outras vantagens que podem ser mencionadas: 
facilidade no preparo das células competentes e processo de transformação e 
expressão; é um sistema rápido, fácil e mais econômico, em comparação com outros 
sistemas que também permitem modificações pós-traducionais, como são as células 
de insetos ou mamíferos (MACAULEY-PATRICK, 2005).  
A expressão de proteínas heterólogas em Pichia pastoris também possui 
vantagem quando é comparada com Saccharomyces cerevisiae, ambas as 
leveduras têm alta capacidade de N-glicosilação de proteíinas do tipo manose, a 
diferença de que a S. cerevisiae adiciona entre 50 a 150 resíduos de manose à 
cadeia, causando uma hiperglicosilação, sendo que a P. pastoris adiciona entre 8 a 
14 residuos apenas. Além disso, P. pastoris não contém α1,3-manose terminais 
como a S. cerevisiae, que não é desejável para expressão de proteínas de 
humanos, já que se convertem em fortes determinantes antigénicos, torna-as 
particularmente inadequados para utilização terapêutica. (GRINNA e TSCHOPP, 
1989; TSCHOPP et al., 1987). 
O vetor de expressão pGAPZαB, possibilita uma expressão constitutiva 
mediante o promotor GAP, que apresenta uma grande vantagem frente ao promotor 
AOX1 (muito utilizado, já que permite um maior controle da expressão das proteínas 
heterólogas, que podem ser tóxicos para o hospedeiro), pois a diferença do outro, o 
promotor GAP prescinde da adição de metanol como fonte de carbono, o qual é 
muito tóxico e economicamente inviável para ser utilizado na indústria (VÁRNAI et 
al., 2014). Além de isso, o promotor GAP requer de menos tempo para produzir uma 
quantidade razoável (g/l) de peso seco de células, em comparação com o promotor 
AOX1 que precisa de mais do dobro do tempo (MACAULEY-PATRICK et al., 2005). 
A transformação da cepa X33 de P. pastoris com ambos genes, foi bem 
sucedida; provavelmente se deva ao potencial da cepa e ao protocolo utilizado, o 
qual consistiu em eletroporação e tratamento prévio com DTT (1,4-Dithiothreitol). 
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Trabalhos reportados evidenciam maior eficiência na transformação de Pichia 
pastoris utilizando DTT como pre-tratamento das células antes da electroporação 
(WU e LETCHWORTH, 2004; THOMPSON et al., 1998; SUGA e HATAKEYAMA, 
2001; GANEVA et al., 1995). Geralmente, células de Pichia são transformadas 
através da eletroporação ou pelo método de esferoplastos, ambos métodos podem 
gerar resultados similares (103–104 transformantes/μg de DNA), o problema está no 
uso de um método sem algum tipo de pré-tratamento, pois a eficiência na 
transformação pode ser muito baixa, devido à utilização de só um sitio para a 
integração, que faz dificultosa a inserção do gene, e dificuldades técnicas; porém  a 
utilização de métodos químicos com acetato de lítio (LiAc) para a transformação de 
Pichia, é ainda pior em resultados de eficiência, comparando com os anteriores 
(Invitrogem, 1999).   
Apesar da SMD1168H ser uma cepa com atividade protease negativa, ela 
não apresentou resultados positivos na expressão das proteínas. Na preparação de 
células competentes para transformar ambas cepas utilizadas, já se observava que 
a cepa X33 possuía um crescimento celular muito mais rápido e atingia uma 
densidade (células/ml) ideal, em comparação com a SMD1168H. Geralmente, as  
cepas mutadas não possuem potencial como as cepas selvagens, a exceção das 
que contém mutações AOX, que em alguns casos podem resultar melhores do que 
as selvagens. Estas cepas dispensam de grande quantidade de metanol utilizado 
rotineiramente nos fermentadores de grande escala (TSCHOPP et al., 1987; 
CHIRUVOLU et al, 1997). Cereghino e Cregg (2000) mencionam que as cepas com 
protease deficiente não são muito resistentes quanto do tipo selvagem. As proteases 
deficientes têm menor viabilidade, apresentam taxas de crescimento inferior e são 
mais difíceis de transformar.  
O antibiótico cefotaxima (100 µg/ml) adicionado aos meios YPD preveniu a 
contaminação da levedura P. pastoris, permitindo o bom crescimento e 
desenvolvimento das células no preparo das competentes para a transformação, nas 
placas de YPD/ágar e nos ensaios de microexpressão durante cinco dias, sem 
resultar em toxicidade para a levedura nem afetar a expressão das proteínas.  
O Western Blot revelou a expressão de um gene (TlXR1),  que demonstrou 
um peso maior do que o esperado, provavelmente, devido às modificações pós-
traducionais (glicosilação) e a adição da cauda de histidina; assim como foi 
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reportado em outros estudos, esse fenômeno parece ser comum em glicoproteínas  
(LEE et al., 2004, 2005; HAN et al., 2005).  
Ao contrário do gene TlXR1, o AgEG1, não apresentou evidência da 
expressão, possivelmente porque foi expressa em baixa quantidade, necessitando 
de otimização das condições de expressão desta proteína. Sabe-se que existem 
casos em queP. pastoris não secreta a proteína recombinante por diversas causas 
(peptídeo sinal do vetor não está funcionando corretamente, hiperglicosilação), 
portanto ela fica retida nas células; mas, nesse trabalho foi analisada a fração de 
proteína intracelular, onde também não foi detectada a proteína de interesse. A 
temperatura do processo joga um papel muito importante no rendimento produtivo 
de proteínas recombinantes; uma alta temperatura pode afetar negativamente a 
estabilidade da proteína recombinante (MACAULEY-PATRICK et al., 2005). 
Trabalhos reportados por Li e colaboradores (2001), relatam que foram obtidos 
melhores resultados baixando a temperatura do processo de produção das proteínas 
(de 30°C para 23°C), conseguindo um incremento no rendimento de proteínas 
recombinantes; sendo também efetiva uma modificação da temperatura de 30°C 
para 20°C (HONG et al., 2002). Também existe uma hipótese de que a proteína 
AgEG1 pode ter sido degradada por proteases existentes na cepa  X33, ao contrário 
da proteína TlXR1, que não foi afetada por ser um gene totalmente distinto do outro, 
portanto não possui uma sequencia proteica reconhecida por proteases nativas 
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Como a X33 é uma cepa selvagem sem 
mutações, a proteína expressa pode ser degradada por proteases extracelulares, 
proteases ligadas às células e/ou proteases intracelulares liberadas das células 
lisadas (KANG et al, 2000). Estudos mais aprofundados serão realizados, para 






7 CONCLUÇÕES E PERSPECTIVAS 
• Ambos os genes (AgEG1 e TlXR1) foram clonados corretamente no vetor 
pGEM-T Easy e no vetor de expressão pGAPZαB. 
• Os vetores foram transformados positivamente em Pichia pastoris (cepa X33). 
• O gene TlXR1 que codifica uma provável Xilose-redutase, foi expresso em 
Pichia pastoris, na cepa X33 de alto potencial e rápido crescimento, em 
condições favoráveis nas quais se deu a expressão da proteína. 
• Deve-se procurar diferentes alternativas e avaliar outras condições para a 
expressão do gene AgEG1 em Pichia pastoris. É necessário transformar 
novamente a cepa X33 para a obtenção de outras colônias e continuar com 
os ensaios. 
• É importante dar seguimento aos experimentos com estes dois genes para 
obter ambas as proteínas purificadas, expressão em grande escala, 
caracterização e avaliação da atividade enzimática; como também avaliar o 
potencial e eficiência da enzima na degradação de biomassa vegetal, e, 
futuramente, na produção de etanol na mistura com outras enzimas que 
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